
Celem projektu jest zbadanie procesów naprawy DNA w indukowanej embryotoksyczności i teratogenności chlorkiem
metylortęci i niskim poziomem tlenu, w modelu wczesnego rozwoju ludzkich indukowanych komórek pluripotencjalnych
Odkrycie indukowanych pluripotencjalnych komórek macierzystych (iPSC) budziło wiele emocji. Opracowana metoda indukcji
pluripotencjalności pozwoliła bowiem na otrzymanie komórek o podobnym potencjale rozwojowym do ludzkich zarodkowych
komórek macierzystych z komórek somatycznych od osobników dorosłych. Zmianę fenotypu komórek somatycznych umożliwiło
wprowadzenie czynników transkrypcyjnych: OCT3/4, SOX2, NANOG, KLF4 oraz c-MYC, które spowodowały pożądane
zamiany genetyczne, epigenetyczne oraz metaboliczne. Badania z zastosowaniem mikromacierzy wykazały znaczne
podobieństwo na poziomie molekularnym komórek uzyskanych dzięki reprogramowaniu do zarodkowych komórek
macierzystych.
Cechą charakterystyczną komórek pluripotencjalnych jest zdolność do różnicowania we wszystkie typy komórek organizmu.
Funkcjonalnie przejawia się to zdolnością do formowania tzw. kul zarodkowych (EBs), generacją zarodków chimerowych po
iniekcji komórki pluripotencjalnej do blastocysty oraz tworzeniem potworniaków po podaniu podskórnym myszom
immunokompetentnym. Uzyskanie komórek iPS stanowi duży przełom w rozwoju medycyny regeneracyjnej, ponieważ otwiera
perspektywy wprowadzenia terapii spersonalizowanej z zastosowaniem komórek o praktycznie nieograniczonym potencjale
rozwojowym.
Ludzkie zarodkowe komórki macierzyste pierwszy raz uzyskano w latach 90-tych z: zarodków nadliczbowych pochodzących z
zapłodnienia in vitro. W Polsce obowiązują o restrykcyjne przepisy prawne, które zakazują pracy z zarodkowymi komórkami
macierzystymi i dotyczy to zarówno linii nowych jak również linii wyprowadzonych w latach 90-tych. Prawodawstwo zakazuje
pozyskiwania oraz wszelkich badań na ludzkich zarodkowych komórkach macierzystych, w związku z czym brak jest modelu
komórek ludzkich do badań nad embriotoksycznością oraz teratogennością in vitro. Indukowane pluripotencjalne komórki
macierzyste dzięki podobieństwu do zarodkowych komórek macierzystych umożliwiają badania, w których można modelować
najwcześniejsze etapy rozwoju ludzkiego zarodka bez kontrowersyji etycznych. Badania takie mogą mieć kolosalne znaczenie dla
lepszego poznania molekularnych podstaw wczesnego rozwoju zarodkowego i oceny wrażliwości zarodka ludzkiego na działanie
niekorzystnych warunków środowiska, między innymi substancji wpływających na rozwój Ośrodkowego Układu Nerwowego
człowieka.Komórki iPS są stosowane obecnie w tworzeniu modeli chorób in vitro oraz w badaniach podstawowych
toksykologicznych i farmakologicznych. W bazie danych ClinincalTrialis.gov znajdują się informacje na temat rozpoczętych na
świecie 10 prób klinicznych z zastosowaniem ludzkich komórek iPS, przy czym tylko dwie dotyczą podawania komórek
pacjentom, pozostałe zaś dotyczą wyprowadzania modeli określonych chorób, między innymi schorzeń układu nerwowego.
Komórki pluripotencjalne, zarówno zarodkowe jak i indukowane nie są bez wad. Podstawowym problemem jest ich mała
stabilność genetyczna oraz zdolność do tworzenia teratom, co bezpośrednio wiąże się z bezpieczeństwem terapii z zastosowaniem
tych komórek. Tworzeniu teratom można przeciwdziałać przeszczepiając populację komórek zróżnicowanych, natomiast problem
stabilności genetycznej komórek iPS w różnych warunkach otaczającego środowiska wymaga szeregu badań podstawowych,
które do tej pory nie były jeszcze przeprowadzone. Pierwsze komórki iPS wyprowadzono przy pomocy retrowirusów, szybko
jednak okazało się, że tworzą one guzy złośliwe u myszy immunokompetentnych z powodu mutagenezy insercyjnej. W
reprogramowaniu wykorzystano zaś dwa protoonkogeny: c-MYC oraz KLF4 oraz wyciszenie genu p53. Wymienione czynniki
pełnią zaś bardzo ważną funkcję w rozwoju nowotworów. Obecnie znane są metody „nieintegracyjne” otrzymywania komórek
iPS jak również takie, w których można pominąć stosowanie protoonkogenow. Jednakże ze względu na wysoki potencjał
aplikacyjny komórek iPS w medycynie regeneracyjnej i ich wyjściową niestabilność genetyczną niezbędne jest lepsze poznanie
mechanizmów naprawy DNA w tych komórkach, zwłaszcza, że badania kliniczne z zastosowaniem komórek iPS już trwają.
Coraz więcej badań nad komórkami iPS wskazuje na ważną rolę obniżonego poziomu tlenu w różnicowaniu tych komórek.
Obniżony poziom tlenu promuje różnicowanie oraz korzystnie wpływa na uzyskiwanie komórek o pożądanym fenotypie, jednak
w przypadku komórek nowotworowych powoduję represję genów naprawy DNA, dlatego w tym projekcie tak waży jest aspekt
badań w warunkach obniżonego poziomu tlenu.
Chlorek metylortęci jest dobrze przebadanym związkiem toksycznym sklasyfikowanym jako neurotoksyna rozwojowa, tzn działa
szczególnie toksycznie na komórki tkanki nerwowej w czasie jej wczesnego rozwoju. Ważną jego cechą jest generacja różnego
rodzaju uszkodzeń DNA, jest więc odpowiedni do badania procesów uszkodzenia oraz naprawy DNA. Realizacja projektu:
„Embriotoksyczność oraz teratogenność chlorku metylortęci: wpływ chlorku metylortęci oraz obniżonego poziomu tlenu”
pozwoli na określenie ekspresji genów naprawy DNA w „etycznym modelu zarodka ludzkiego” w środowisku tlenowym
zbliżonym do warunków jego rozwoju. W modelu ludzkich zarodkowych komórek macierzystych udowodniono niekorzystny
wpływ 71 substancji teratogennych. Podobieństwo komórek iPS do ESC sprawia, że bez niszczenia ludzkiego zarodka za pomocą
komórek iPS można określić potencjalny wpływ teratogenny badanego związku. Ze względu na znaczne ograniczenie badań na
zwierzętach wynikające z prawodawstwa oraz promocje rozwoju modeli alternatywnych w toksykologii, komórki iPS stanowią
bardzo ważny model, który pozwala uzyskać unikalną wiedzę na temat naprawy DNA na etapie wczesnego rozwoju, bez
konieczności stosowania ludzkich komórek zarodkowych. Model  jest mało przebadany, pomimo że jest cenny dla rozwoju
toksykologii in vitro, w szczególności w krajach w których badania na ludzkich embrionalnych komórkach macierzystych jest
zakazana prawnie. Teratogenność oraz embriotoksyczność chlorku metylortęci wykazana in vivo oraz in vitro na komórkach ESC
wymaga potwierdzenia z komórkami iPSC, co zwiększy wiarygodność „etycznego modelu zarodka ludzkiego”.
Badania podstawowe, które będą realizowane w projekcie dotyczą: oceny cytotoksyczności, genotoksyczności, apoptozy, analizy
uszkodzenia DNA oraz ekspresji genów naprawy DNA  i hipoksji mierzonych metodą PCR w czasie rzeczywistym.
Uzyskana wiedza pozwoli również na określenie roli chlorku metylortęci w zaburzeniu ekspresji genów naprawy DNA w
warunkach fizjologicznego poziomu tlenu, co może być bardzo ważne w poznaniu roli chlorku metylortęci w patogenezie chorób
neurodegeneracyjnych.


